


































論 文 内 容 要
旨
 ネオカルチノスタチン(NeOCarzinOsta七in,以下層CSと略す)は,Strep七〇皿yce8
 Car2inOsta七iCUSの培養濾液より分離された蛋白質轡高分子抗生物質で,種々のマウス
 腹zk系腫瘍に著明な制癌効果を示し,且つ毒性が低いことから,今後有望侃される制癌物質
 の一つである。その化学的性状,制癌作用についてはすでに詳細な研究が行なわれているが,
 本研究は主として細菌細胞に齢ける因CSの作用磯作を明らかπすることを当初の目標として進
 められた。その後この物質が,感受性菌,Sarcinalu七eaに於て撰択的にDNA合成を抑
 制し,またそのDNAの分解を誘起ずる特異的作用を有することを界.出すに及んで,遺伝子の化
 学的本体であるD西Aの複製,ならびにその保存π急・ける高次の制御機構の普遍的法則を解明す
 ることをも本研究は目指すものである。
 振盪培養した対数増殖期にあるSarcinalu七eaにNCSを投与すると,α5μ9/帆忍以
 上の濃度で生菌数が減少ずるが,その際,了イソトープでラベノレされた前駆物質の取り込みを測
 定すると,DNA合成はずみやか1《190%以上抑制さわる。一方RNA合成,蛋白合成の抑制は軽
 度で二次的である。これと同時に既存のDXAのいちじるしい分解がおこる。すなわち,予めラ
 ベルした菌のDNAは例えば2.ロμ7/肌ZのNGS2時間投一与で,60、70%まで醜可溶性物質
 に分解される。分解産物をDOwexカラムで分画すると,全て塩基にまでなって論り,オ11ゴヌ
 クレオチ.ドは検出さ才1ないことから,分解はExonucleaseによるものと推定される。この
 ような特異的なDNA代謝に及ぼす作用がNCSのD}iAに対する直接的作用によるものと思われ
 ない。すなわち,鵬s処理菌から抽出したDNAの熱変性,冷却再生過程の260肌μ吸収曲線は,
 正常のDNAのそれと変幻なく,また試験管内DN'A合成のための鋳型活性も正常DNAと差を
 認めがたい。更にNCS処理菌破砕抽出液のDNA合成酵素系の活性も低下していないことなど
 を考え合せると,餌CSがDNA代謝に及ぼす作用は,より高次の調節磯購を乱すことによるの
 ではないかと推察される。
 次に,NCSによるD因A分解の誘起に関して,DNAは正常細胞で極めて安定な細胞内購成
 要素であることから,DNム分解の制御がどのような機構でなされているかを追求する目的で,
 NCSにより新たなDNA分解酵素が誘導されるのか,あるいは既存のDNA分解酵素がNGS
 の働きで活性化されることπよカDNAの分解がひきむこされるのかを検討した。そ'の結果,
 1{GSによるDNAの分解作用は,蛋白合成阻害剤であるピユ・マイシン,ク・ラムフエニコー
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 ル,RNA合成阻害剤のアクチノマイシンなどで著明に阻止されることが分った。それに反し,
 DNA合成阻害剤のマイトマイシン,FUdRなどはNCSによるDNA分解に影響しない。これら
 の阻害剤はいずれも聾csのもう一つの作用であるDNA合成抑制作用には影響を及ぼさないの
 で,このことはDNA分解が誘起さカるためπのみ,特異的π新たな蛋白の合成が必要であるこ
 とを示している。このDNA分解に必須左蛋白の誘導は,NOS投与後早期に卦こり,NOSを
 与えてから20分以後にこれらの阻害斉11を加えても,一且始まったNcsによるDNA分解はも
 はや阻止されない。こ＼で誘導された蛋白が新たなDNA分解酵素であるかどうかについてはむ
 しろ否定的で,廻CS処理菌の破砕抽出液中のDNA分解酵素活性は正常菌のそれと差を認めが
 たかった。
 興味あることπは,NGS投与後早期に誘導される蛋白は,DNA分解に必須ではあるが,そ・
 れだけではDNA分解を持続させることは出来ない。すなわち,.NCSを短時間(必須な蛋白の
 誘導に充分な畦間)処理後,洗浄に」二りNCSを除くと,その後のDNA分解は止まる。洗浄後
 ピユロマィシン存在下π新たπ層OSを加えることによりDNA分解は持続する。つまり必須な
 蛋白の誘導後にもなか,NCSの持続菌存在がDNA分解を継続させるために必要である。この
 ことはまたDNA分解をそれ自身では誘起し得攻い程度の低濃度のNOSによっても,DNA分
 解に必須左蛋白の誘導だけけ蔚こし得ることからも確められた。す・たわち,DNA分解を誘起出
 来ない低濃度のNGSを短時間処理後,ピユロマイシン存在下に新たに高濃度のNCSを投与す
 ると,ピユロマイシンなしに高濃度のNCS単独でひきかこし得るのと同程度のD箪A分解がみ
 られる。
 これらの実験から,国CSによりDNAの分解が誘起される際のNGSの作用は二つに分けら
 れる。すなわち,DNA分解に必須左蛋白の誘導と,その後D聾A分解を持続させる作用であり,
 前者は正常では細胞膜に局在し不活化状態にあるDNA分解酵素を遊離することに関与し,後者
 は遊離されたDNA分解酵素によりDNAが分解され得るように構造的な変換をかこすことに関
 与しているものと推定される。このことは,D蟹Aの二本鎖を加熱分離しがたくさせる程度の高
 濃度のマクチノマイシンガ,NGSによるD聾Aの分解を,必須の蛋白誘導後においてもなか阻
 止するという事実から,充分の可能性を有している。
 以上,NOSにより感受性菌,Sarcinaユu七8aのDNA合成が撰択酌に抑制され,その
 DNAの分解が誘起されること,また掘CSによるDNAの分解には,早期に新たな蛋白が誘導
 されることを明らかにした。DNA分解酵素の生理的役割,その制御機構の分子生物学的解明は
 いまだ充分で左く,本研究はこれらの問題に寄与し得るものと思う。
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 審査結果の要旨
学
 放線菌の培養濾液から抽出された制癌性抗生物質のひとつであるneocarzino8七atin
 を用いてその作眉機作を追求し,5α?一高πα加加αのDNA合成を特異的に阻害し,しかも
 DNA分解を惹起することを見出し,更にその作用機作を祥細に追求した。neocarzino-
 8taUn(NCS)は分子量約9000の酸性蛋白質であるからこの研究結果はDNAの複製な
 らひにその保存に対する制禦機構についての一般的理解を高める上で重要てある。
 対数i智殖期の5α丁・乞πα正鵠ど。αに対しNCSを投.与すると2、0μ9/m1でD醤A分解が惹
 起される。この濃度でRNA合成や蛋白合成の阻害は起らない。DNA分解産物はDOwexカラ
 ムで分析するとすべて塩基であることから,この分解はexonuelea8eによるものと、慰われ
 るがNGS分子にはこの様な直接作用は認められない。すると間接的にこの様な分解酵素ズ}{誘起
 されることになるが,N〔〕S投与後,蛋白合成阻害剤であるビユ・マイシンやクロラムフエニコー
 ル,RNA合成阻害剤であるアクチノマイシンを加えるとこの分解作用は著明に阻止される事が
 判明した。このことからNos投与後⊃NA分解に必順な新芝)しい蛋白の誘導が起ることが判明
 した。
 その他この蛋白が誘導されたあともNOSの存在がDNA分解を継続させるために必要である
 ことが判明した。
 以上本論文はネ才力ルチノスタチンという酸性蛋白の5ぐ"・【財照五乱闘ご・に於けるDNA分
 謂幾構を分子生物学的にたくみに解析した点,ことに本物質にD国A分鰐に必須な徽白の誘導と
 DNA分解を持続させる作用とを発見した点,学位に値ナるものと認める。
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